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　　　Hithe．rto　the　majority　of　research　on　the　synergistic　activity　of　combined　use　of　penicillins　or
penicillin　and　cephalosporin　has　been　centered　on　〃z　η露7ro　studies　rather　than　ガ7z　τ加。．　In　order　to
evaluate　the　e磁cacy　of　combined　use　of　antibiotics，∫π旧訓。．studies　shoud　be　tnade．　In　this　paper　the
synergistic　activity　of　a　one　to　one　combination　of　ampicillin　and．cloxac1Ilin　was　studied　under　varied
experimental　infection　systems　and　at　the　same　time　some　fπ．窃孟π）experiments　were　carried　ouL　The
results　obtained　are．as　follows．
　　　1）In　a　syste血ic　infection　system　in　lnice，　the　combined　therapy　showed　an　efEective　synergistic
activity　against　E．　coli　infection．
　　　2）In　experimental　urinary　tract　infection　i．n　rats，　the　combined　u．se　resulted　in　a　marked　decrease
of　viable　cell　counts　in　the　ki．dneys．
　　　3）In　an　infection　system　using　rat　granuloma　pouch，　combilled　use　showed　a　stronger　bactericidal
activity．in　the　exudate　as　compared　with　the　results　of　single　use　of　two　penicillins　a1．one．
　　　4）V．iable　cells　counts　in　the　kidneys　of　mice　infected　with　E．　coli　showed　a　marked　decrease　after
treatment　with　combined　therapy，　however　the　s．ingle　use　of　each　penicillin　showed　little　or　no　efEect．
　　　5）The　inhibitory　ef［ect　of　cloxaci．11in　on　penicillinase　was　enhanced　by　the　co－exi．stence　of　nornlal
rat　tissue　homogenate．
　　　6）IIlactivation　of　ampicillin　by　homogenates　of　mouse　kidney　infected　with　E．　coli　was　inhibited
by　an　addition　of　cloxacillin．
　　　7）The　activity　of　phagocytosis　of　macrophage　was　enhanced　by　the　co－existence　o．f　ampicillin　and
cloxacillin　as　compared　with　the　ef［e．ct　of　the　existence　of　each　penicillin　alone．
　　　8）The　uptake　of　penicillins　by　E．　coli　cells　was　enhanced　by　the　co－existence　Qf　other　penicillins．
　　　　The　result＄obtained　above　showed　that　the　synergistic　activityガηη加。　of　the　combin．ation　use　of
ampicillin　and　cloxacillin　was　efEective，　and　it　was　suremised　that　the　mechanism　of　synergistic　efEect
of　the　combiced　therapy　was　not　simple．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　December　14，1977　and　accepted　January　18，1978）
　　　　　　　　　　　　　　　　1．緒　　　言
　抗生物質，特にPenicillin類の併用による相乗効果につ
いての基礎的および臨床的研究は，比較的長い歴史的背景
をもっている1～61．
　二種類以上の化学療法剤の併用は抗結核7，8）および抗癌
作用9～11）の増強または副作用の軽減に応用され，すでに
確立された治療法として一定の評価を得ている．
　　一方，一般感染症の治療を目的として，Penicillin　Gの
発見以来，種々の抗生物質が次々と開発されてきた．これ
らの抗生物質を化学構造から分類すると，1）Penicnlin系，
2．jCephalosporin系，3）Aminoglycoside系，4）Mac－
rolide系，5＞Polypeptide系，6）C．hloramphenico1系，
7＞Tetracycline系，8）その他，と分類することができ
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る．これらの各群に属するそれぞれの抗生物質は，その抗
菌活性の強さ，または広さ，吸収排泄，副作用等12・13）の諸
点でそれぞれ長所と欠点をもっている．臨床的にはこれら
の抗生物質が，感染症の臨床症状，種高等に応じ，臨床医
の判断により選択投与されている．
　一方，近年抗生物質の安易とも云える繁用によって，
感染症の変貌が叫ばれている．すなわち感受性菌の耐性
化14・15），菌交代現象16），弱毒菌による感染の増加17），など
が重要な問題となってきた．感染症の実体のこのような質
的変貌は，必然的に抗生物質療法に変化をもたらし，新ら
しい対応策として，新らしい抗生物質の研究開発と共に既
存の抗生物質の併用が研究されてきた．
　現在までのそれら抗生物質の相乗効果に関する研究は，
主として玩7認りにおけるものが多く，満座ηoにおけ
る検討から，二種の抗生物質の相乗効果を証明したものは
それ程多くない．しかし最近，マウス実験感染症において
Amplcillin（ABPc）とCloxacillin（MCIPc）またはDi－
cloxacillin（MDIPc）の併用投与が治療効果の増強をもた
らすことが認められ，痂u加。における相乗効果が立証さ
れた3，4・18）．この相乗効果の理論的根拠として，Cloxacillin
（MCIPc）およびDicloxacillin（MDIPc）カミPenicillinの
耐性機序の一つとされているPenicillin分解酵素のβ一
1actamase（Pe皿ici11inase，　Cephalosporinase）の活性を
抑制する阻害剤として働き，Anlpicillinの分解を阻止す
るためであると説明されている．
　著者らは最近，Ampicillin（ABPc）とDicloxacillin
（MDIPc）の合剤の呼吸器感染症に対する治療効果を検討
する機会を得た19）．その結果多くの症例に良好な臨床的効
果を得たが，しかしこの結果から臨床的に明確な相乗効果
を立証し得なかった．むしろ臨床的観察から相乗効果を導
き出すことは，殆んど不可能に思われた・
　著者らはこの臨床経験から，Ampicillin（ABPc）とIso－
xazolyl系Penicillin類，すなわちCloxacillin（MCIPc）
との相乗効果の再評価を目的として，本論文の研究を実施
した．この目的のため次の諸点について検討を加えた．
1・1局所実験感染におけるAmpidllin（ABPc）と
　　Cloxacillin（MCIPc）の相乗効果
　従来動物実験による相乗効果の確認は，動物主としてマ
ウスの生存数によってのみ判定されていた．それをより明
らかにするため，ラットの実験的尿路感染症，ラットの炎
症pouch内感染などの局部感染実験においても，　Am－
picillin（ABPc）とCloxacillin（MCIPc）の相乗効果が認
められるかどうかを検討した．
　そして更にそれに併せて，従来行なわれたマウスの全身
的感染防禦実験の確認をした．
1・2　生体の感染防禦機構との関連
　生体の感染防禦機構，とくに多形核好中球の貧喰作用に
対するAmpicillin（ABPc）とCloxacillin（MCIPc）の
併用の影響の検討を試みた．
1・3生体成分関与時のAmpicilliロ（ABPc）と
　　Cloxadllin（MCIPc）の相乗効果の検討
　肝，および腎hOmogenateの存在下でも両者の相乗効
果が認められるかの検討を試みた．
1・4　相乗効果の要因の検索
　これらの相乗効果に対する従来の理論的根拠，すなわち
細菌のβ一lactamaseによるAmpicillin（ABPc）の分解
をCloxacillin（MCIPc）が阻止するという機序以外の要
因が考えられるか．
　以上の四点を骨子として研究をすすめ，二三の興味ある
知見を得たので報告する．
2．　実験材料および実験方法
2・1使用薬剤
　Ampicillin（以下ABPcとする）は市販の注射用Pen－
br tin（Beecham社製〉，　Cloxacillin（以下MCIPcとする）
は市販注射用Orbe in（Beecham晶晶）を使用した．両
者の合剤（以下単に一合剤一とする）は実験に際し，両者を
力価比で1：1となるように混合して使用した．
2・2　使用菌株
　実験には，Staphy1・coccus　aureus　No．5患者分離株
（以下Staph．　aureusとする）およびEscherichia　coli
No．11患者分離株（以下E．　coliとする）を使用した．両
者のPenicillin感受性（各Pe且ici11inの両老に対する抗
菌活性一MIC一）は次のとおりである．
　Staph．　aureus　MIC．
　　ABPc　：100μg／m♂
　　MCIPc：0．78μg／m♂
　　合剤：1．56μg／m♂
2・3　使用動物
E coli　MIC．
ABPc　：　400μg／ml
MCIPc：＜400μg／m♂
合剤＝　50μg／mZ
　実験には次の動物を使用した・
　マウス＝工CR系，雄，4週齢，体重21－239，ラット＝
SD系，雄，6週齢，体重180－260　g，ウサギ：New　Zea－
land　white，雄，体重2．5－3　kg．
2・4　マウス全身感染防禦実験
　2・4・1Staph　aUreusによる感染
　Staph．　aureusを10％正常ウサギ血清を添加したBrain
Heart　Infusion中で37。C，20時間培養し，その菌液の
10倍稀釈液0．5mZ（2　x　106個／マウス，　LD50の10倍量）を
マウスの尾静脈内に接種した．
　これらのマウスを4群に分け，無治療対照群10匹，
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ABPc単剤投与群50匹，　MCIPc単剤投与群60匹，およ
び合剤投与群60匹とした．治療は菌接種後1および4時
間の2回，各薬剤を種々の量で皮下投与した．
　2・4・2E．　coliによる感染
　E．coliを（2・4・1）と同様に培養し，その培養液0．5　mZ
（6×108個／マウス，LD50の5倍量〉をマウス尾静脈内に接
種した．感染マウスの群処理および薬剤投与も（2・4・1）と
同様に行った．
　（2・4・1）および（2・4・2）の各群を感染後10日間観察し，
生存マウス数よりBehrens－Karber法でED50を求めた．
　また得られたED50から，次に示すGaddumの式を用
いて両々の併用効果係数Dを求めた．
　　D一論，・（ノ7ガ　　πノｿ十∂）
　　α：ABPcのED50　う；MCIPcのED50
　　6＝合剤のED50　，π，η；合剤の配合比
2・5腎内生菌数より見た合剤の併用効果
　既述の条件によってE．coliを感染させて1時間経過し
た各群10匹のマウスにABPcまたはMCIPcの各単剤お
よび合剤をそれぞれ6mg／マウス皮下注射により投与し
た．注射後15分，1時間，3時間および6時間後に各マウ
スより腎を採取し，腎に5mηgの無菌生理食塩水を加え
てhomogenizeし，その1m♂を培養して腎内生物数を計
算し治療効果を検討した．
2・6正常ラット腎homogenateの存在下における
　　Penici1置inase似下Pc’aseとする）による
　　ABPcの分解に対するMCIPcの影響
　Staph．　aureusのBrain　Heart工nfusion中の培養液
（37。C，20時間）の遠沈分離上清を粗Pc－ase液として用い
た．この液を0．1M－phosphate　bu任er　pH．7．0で8倍稀
釈した．この液に等量の0．1M－phosphate　bu仔er　pH．7．0
または25％腎homogenateを加えた．また反応液には最
終濃度でABPcを100μg／mZ，　MCIPcを50，100または
500μg／mZ添加した．この反応液を37℃，1時間振吊し，
残存するABPcを定量した．
2・7ABPcとMCIPcの分離定量法21）
　被検組織に等量（WIM）の99％エタノールを加えてh・一
mogenateを作製し，その遠沈上清（8000　r．p．m．20分）を
被検液とした．この液をEastman　chromagramシート
に一定量スポットし，酢酸エチル：酢酸：水（8＝1＝1）を
展開溶媒として，薄層クロマトグラフィにより試料中の両
PeniciUinを分離した．このシートを乾燥後，　B．　subtilus
を接種した寒天平板上に置き，37。Cで一夜培養後，寒天上
に生じた阻止帯の大きさ（直径）を測定し，別に既知濃度
の両Penicillinによって生じたそれぞれの阻止帯にPlot
して両Penicillin量を定量した、
2・8E．　coli感染マウスの腎homogenateによる
　　ABPcの分解に対するMCIPcの阻止効果
　10匹のマウスの尾静脈内にE．coliを5xlo6個／マウス
接種した．感染4日後に生存したマウスの腎を摘出し，膿
瘍を生じている腎の25傷homogenateを調製した．この
homogenateの10倍稀釈液（2．5傷）に，最終濃度で！00μ9／
mZのABPc単剤，およびそのABPcにMCIPcを200μ9／
mZの濃度に共存させて370C，1時間放置後，反応年中に
残存するABPc量を分離定量した，対照として，非感染
マウスの腎について同様の処理を行った・
2・9E．　coli菌体へのABPcまたはMCIPcの移行
　E．cQliの菌浮遊液にABPc，　MCIPcおよび合剤を添加
し，菌体内に移行した各Penicillinの量を次の方法で定
量した．
　2・9・1菌浮遊液は次のように作製した，
　　E．coliをBHI－broth中で370C，20時間培養し
　　遠心分離により集菌
　　滅菌生理食塩水で3回洗際
　　これを培養液と同量の滅菌生理食塩水に浮遊した．
　2・9・2上記の菌浮遊液にそれぞれ次のように各薬剤を
　　添加した．
　　ABPc　単剤二40μg／In♂．
　　MCIPc丹州：10，40，400μg／mZ．
　　合剤；ABPc　40μ9／ln♂
　　　　　　MCIPc　10，40，400μg／m♂を併用．
　2・9・3sonic処理による菌体内各Penicillinの分離定
　　量は次のように行った．
　　薬剤を添加した菌浮遊液を370C，20分間振盈次にこ
　れを冷却下で12000r．p．m．20分間遠沈，沈渣の菌体を
冷却した滅菌生理食塩水で3回洗猴
　　薄層クロマ1・グラフィで，最終洗蒔液に遊離のPeni－
　cillinがないこをと確認
　　洗篠母体をOOC，20分間sonic処理で破壊
　更にその遠沈．h清よりPenicillinを分離定量，
2・10　ラットのGranuloma　pouch内感染と治療実験
　12匹のラットの背部皮下に空気を25mZ注入し，．直ちに
1％のクロトン油を含むオリーブ油！mZをその中に注入，
無菌的炎症pouchを惹起させた22・23）．
　一方E．coliをHI－broth中で37℃，20時間培養し，
遠心沈澱した堅甲を！08個口m♂となるように滅菌生理食塩．
水に懸濁した．
　pouch作製6日後にこの菌液の0．5　mZをpouch内に
接種した．
　ラットを一群4匹として3群に分け，一群にはABPc単
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剤40mg／kgを，他の一群にはABPcとMCIPcの各
20mg／kgの合剤をそれぞれ感染30分後に筋注した．残り
の一群は薬剤を投与しない対照群とした．
　薬剤投与直前，投与後2および4時間目にpouchより
浸出液を採取し，Desoxycholate培地を用いて混釈法に
よって生菌数を測定した．
　更に後述の理由により，他のラットを用いて，感染後
30分および3時間目にそれぞれ，2回薬剤を投与する実験
を追加した．
2・11　ラットの実験的尿路感染症における治療実験
　34匹のラットを用いて，実験的尿路感染症を惹起させる
ため，次のような処置を施した．すなわち，ラットに水の
投与を中止して2日間飼育し，ベントバルビタール麻酔下
で左下腹部を切開，左腎輸尿管を露出させ，菌液0．05mZ
を注入した．ピンセットで輸尿管の注入上部をはさみ，菌
液の逆流または流出を防いだ後，縫合，消毒後，さらに
24時間絶水させた．
　上に用いた菌液は，E．　coliをTrypticase　soy　broth
中で37℃，一夜培養し，滅菌生理食塩水で103－104個ノmZ
に稀釈して作製した．
　これらのラットを四群に分け，第1群8匹にはABPc
単二，第II群8匹にはMCIPc単剤，第III群9匹には合
剤をそれぞれ40mg／kg毎3回筋注した．第IV群9匹は
無処置対照群とした。3回の筋注はそれぞれ感染後5，24
および48時間目に施した．
　3回目の各薬剤投与が完了して24時間目（感染後72時
間目）に，生存しているラットを出血死させ腎内生菌数を
測定した．また感染後72時間までの蛯死ラット数から薬
剤の効果を判定した．
2・12　多型核好中球の貧喰殺菌活性に対するABPcと
　　　MCIPcの影響
　2・12・1ウサギ腹腔多型核好中球（以下PMNとする）
　　　　　の採取
　正常ウサギの腹腔内に50単位のヘパリンを含む0．1％
Glycogenを200　mZ注入し，4時間後に開腹して，シリコ
ン処理遠心管に無菌的にPMNを採取した．
　混在する赤血球を除去するため，遠心分離によって沈澱
した血球に蒸溜水を加え20秒放置後高濃度の食塩水を滴
下して等張とした．
　Hank’s　balanced　salt　solution（Hank’s　BSS）で遠沈
と洗糠を2回繰り返した．このようにして得られた血球の
約98瑠はPMNであった．
　なおPMN活性のバラツキを除去するため，実験には少
なくとも3羽のウサギから採取したPMNを混合して用
いた．
　2・12・2ABPcとMCIPcの共存下におけるPMN
　　　　　の貧喰殺菌作用の測定24）
　10傷のウサギ血清を含むHank’s　BSSにβ一lactamase
産生E．coliを8．6×106個／m♂，およびPMNを9×106
個／mZそれぞれ浮遊させた．
　この液にABPc単剤，　MCIPc単剤および合剤を種々の
量で加えた．これらの反応系を4時間反応させた後，3500
r・P・m・，20分間遠沈した．
　沈澱部にはPMNにとりこまれないE．　coli，　E．　coliを
とりこんだPMNなどが含有される。
　この沈澱部にHank’s　BSSを加え，遠沈と洗面を2回
繰り返し，抗生物質を完全に除去した．
　つぎにこの沈澱部に滅菌蒸溜水を加えて，PMNのみを
選択的に破壊し，残存するE．coliの生菌数を測定した．
3．実験結果
3・1マウスのStaph．　aureusおよびE．　coli感染に
　　対するABPcとMCIPcの相乗効果
　3・1・1Staph・aureUs感染
　実験方法の項の記載に従い，Staph．　aureusを感染させ
たマウスにABPc単記，　MCIPc単剤，および合剤を種々
の量で皮下注射した際のマウスの生死はFig．1のとおり
である．注射は感染後1および4時間目に2回施した．こ
れらの結果を総括するとTable　1のとおりである．
　抗生物質を投与しない対照群では，すべてのマウスが菌
接種2日以内に弊死した．
　ABPc単剤投与群では，　ED50は585　mg／kgと大きい値
となった．これはStaph．　aureusがβ一1acta皿aseの産生
株で，投与されたABPcがStaph．　aureusによって分解
されたためと考えられる．
　つぎにMCIPcの単剤投与時のED50は221　mg／kgで
ABPc単剤投与時より有効であった，
　また合剤投与ではED50は119　mg／kgとなり，両Peni－
cillinのそれぞれ坐剤投与時より有効であることが明らか
である．
　これらのED50値を実験方法の項で記載したGaddu・n
の式に従って処理し，併用効果をみると
　　D一包（，1，＋、1、）一・留
と，D値は0．37で1以下であることより，　ABPcとMCIPc
の併用は相乗効果をもつと結論することができる．
　又投与した各薬剤のStaph．　aureusに対する1πη伽η
抗菌活性（MIC）と1π加ηo抗菌活性（ED50）との関係を
みると，ABPcのMICは100μ9／m♂，　MC工PcのMIC
は。．78μ9／mZ，合剤のMCIは1．56μ9／mZであり，合剤
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Fig．1Therapeutic　EHect　of　ABPc　alone，　MCIPc
　　alone，　Qr　a　Combination　of　ABPc　and　MCIPc
　　（1＝1）against　Experimentally　Infected　Mice
　　with　Staph．　aureus　No．5．
のMICはMCIPcの場合よりも一段階弱い．　しかし1π
悔ηoの活性すなわちED50は，　ABPc単剤585エng／kg，
MCIPc一単剤221　mg／kg，合剤119　mg／kgと併用時の方が
MCIPc単剤より小さく，合剤の玩加oo効果は痂η伽。
の活性の水準よりも増強される．
　3・1・2E．　coliによる感染
　他方E．coliによる感染マウスにABPc単剤，　MCIPc
単剤および合剤を感染後1時間目と4時間目に計2回皮下
注射で投与し，Fig．2にマウスの生死を，　Table　1にED50
値を示した．
　Fig．2の結果は合剤の有効性を明確iに示しているが，両
PenicillinのED50はそれぞれ単独では1，091　mg／kg以上
と全く効果が認められず，合剤では475mg／kgと明らか
に効果の増強が認められた．
　つぎにABPcとMCIPcのそれぞれ単独投与時のED50
をそれぞれ1，091mg／kgと仮定し，　Gaddumの式より
D値を求めると，
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Fig．2Therapeutic　E鉦ect　of　ABPc　alone，　MCIPc
　　alone，　or　a　Combination　of　ABPc　and　MCIPc
　（1：1）against　Experimentally　Infected　Mice
　　with　E．　coli　No．11．
となり，D値は1以下で合剤の相乗効果が認められた．
　以上の実験で，Staph．　aureusおよびE．　coliの2種の
β一lactamase産生株によるマウスの全身感染に対し，　ABPc
とMCIPcの併用は相乗効果があることをGaddumの式
により確認した．
3・2感染マウスに対するABPcとMCIPcの
　　相乗効果の解析
　3・2・1E．　coli感染マウスの腎内生菌数の変化
　前述のとおり，β一lactamaseを産生するEcoliおよび
Staph．　aureusによるマウスの全身感染に対し，　ABPcと
MCIPcの併用は相乗効果が認められることが，マウスの
生存数より立証された．
　この結果を腎内生脚数の変化からも確認するため，さら
に次のような検討を加えた．
　Fig．3はE．　coliを感染させたマウスに，感染1時間後
に1回，ABPc単剤，　MCIPc単剤を各6mg／マウス，合
剤はABPcとMCIPc各3mgとして皮下注射し腎内生
菌数を経時的に測定した結果である・
　両単剤投与後は，いずれの時間においても腎内生菌数は
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6
3
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Fig．3　Mean　Number　of　vi＆ble　Cells　of　E．　coli
　No．11　in　the　Kidneys　of　Mice　treated　with
　ABPc　alone，　with　MCIPc　alone　or　with　a
　Combination　of　both　Penicillins，
無治療対照群と大差はない．すなわち薬剤投与6時間目に
おける腎g当り生菌数は5x106－5×107個であった．一
方合剤投与後では腎g当り8×104－3×105個であり，単
剤投与の二群および対照群と比較して腎内生菌数は著明に
少ない．すなわちABPcとMCIPcの相乗効果は腎内生
菌数の経時的変化によっても確認された．
　3・2・2　ラット腎homogenateの存在下における
　　　　ABPcのPc・aseによる分解に対する
　　　　MCIPcの阻止効果
　従来ABPcとMCIPcの併用による相乗効果の一因と
して，菌の産生するPc－aseに対してMCIPcがinhibitor
として作用し，ABPcの分解を阻止するためであると考え
られている．実際にこの機序によって玩切ooで相乗効
果が成立するのであれば，生体成分，たとえば組織hOmo－
genateの存在下でも同様の現象が認められなければなら
ない．
　Fig．4に明らかなとおり，　MCIPcが全く存在しない条
件では，ABPcはPc－aseによって完全に分解された．
MCIPcがABPcと同量の100μ9／m♂加えられても，M／15
phosphate　bu任er　pH　7．0中ではMCIPcはABPcの分
解を阻止しない．ラット腎homogenateの存在下では，
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ABPc　（100μg／mの
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　十
MCIPc（200μg／mZ）
Degradation
　of　ABPc
98．0％
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0％
0％
王2．5％Kidney　Homogenate〔P－buffer）
PC・ase
ABPc〔員nal　conc．100μg／m8）
MCIPc〔丘nal　conc．0－500μg／mの
Incubation　37いC，1hr．
Assay　of　ABPc（Bioau亡ography｝
Fig。4　1nhibitors　E晩ct　of　MC工Pc　on　Degrada－
　tion　of　ABPc　by　Pnicillinase　in　the　Presence
　of　Kidney　Homogena亡e　of　Ra亡s．
ABPcの分解は85傷と阻止効果が認められる．　MCIPc
がABPcの5倍量の500μ9／m1存在すると，　Wユ5　phos－
phate　buHer　pH　7．0中ではABPcの分解は69傷，腎
homogenate中では20％と著明にABPcの分解阻止が
認められた．
　以上の結果から，両Penicilhnの相乗効果の一因と考
えられるABPcの分解に対するMCIPcの阻止作用は，
生体成分の存在によって増強される傾向にある．
　3・2・3Ecoliで感染させたマウスの腎homogenate
　　　　によるABPcの分解に対するMCIPcの
　　　　阻止効果
　E．coliを感染させたマウスの腎の2．5弩homogenate
および対照として非感染マウスの腎の同様なhomogenate
にABPcを100μg／mZの濃度に加え，感染マウスの腎に
存在するE．coliの産生したPc－aseによるABPcの分解
が，MCIPcによってどの程度阻止されるかを検討した・
　結果はTable　2に示すとおりで，非感染マウスより分
離した腎の2．5傷homogenateにはABPcを分解する活
性は全くみられない．　しかしPc－aseを産生するE．　coli
を感染させたマウスの腎homogenateではMCIPcが存
＝在しないとABPcの98％は分解される．それがMCIPc
が200μg／mJの濃度に存在すると，その分解が73％とな
り，ある程度の分解阻止効果が認められる．以上感染マウ
スの腎を用いた実験により，Pc－ase産生菌による感染組
織一少なくともマウスの腎一はPc－aseに不安定なPeni一
Kidney　Homogenate．25％
Final　conc．　of　ABPc　100μg／m♂
Rnal　conc．　of　MCIPc　200μg／1n♂
Incubation．37。C，1hr．
Assay　of　ABPc。　Bioautography
cillinであるABPcの分解能をもつようになることが立証
された．又本実験における条件下では，Ecoliが腎に定
着し膿瘍を形成したが，いかなる部位の感染症において
も，Pc－ase産生菌の関与する場合は同様の現象を考慮す
べきであると思われる．そして又このような条件下では
MCIPcの共存によりABPcの分解が阻止されることが確i
認された．
3・3　他の感染実験系における相乗効果
　3・3・1　ラットの実験的尿路感染症に対するABPcと
　　　　MCIPcの相乗効果
　既に記載した方法によって，ラットにE．coliを感染さ
せ，ABPc単剤，　MCIPc単費および合剤をそれぞれ筋注
し，各群および無治療対照群で生存数（または弊死数）を
比較した．
　結果はFig．5－a）のとおりである・感染後72時遠目まで
の生存ラット数は，無治療群で4／9（44．4％），MCIPc単剤
群では4／8（50傷），ABPc単西暦で6／8（75％），合剤群では
7／9（77．8傷）であった．
　この実験すなわち，ラットのE．coliにるよ尿路感染症
の治療に対しては，ABPc単剤投与群と合剤投与群との間
に有効性に大差が認められなかった．しかしこれらの両群
はMCIPc寒剤投与群よりは明らかに有効であった．ただ
抗生物質を投与しない対照群でも72時間目で44．4％と半
数に近いラットが生存し，MCIPc投与群に近い生存率を
示した．したがって，MCIPc単二では全く無効と判定さ
れる．
　つぎに感染72時間目に生き残ったラットの腎内生菌数
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はFig．5－b）のとおりである．無治療対照群（η＝4）では腎
内生単数は最も多く，組織g当り約107個以上が認められ
た．生存数で殆んど対羽撃と差の無かったMCIPc単剤投
与群＠＝4）では約106個／g以上のE．coliが存在し，こ
こでも殆んど対照群と差が無かった．ABPc単二投与群
くη＝6）は対照群より腎内生回数が僅かに減少し，約！05個／g
であった．合剤投与群＠＝7）は，腎内生菌数の面でも最も
有効で，菌数は10～100個／gと著明な減少を示した．
　3・3・2　ラットの炎症pouch内感染系におけるABPc
　　　　とMCIPcの相乗効果
　既述の方法でラット背部皮内に無菌炎症pouchを惹起
させ，その中にE．coliを接種し，感染30分後にABPc
．単剤および合剤を筋注し，経時的にpouch浸出液中の
E．coliの生菌数を測定した．結果はFig．6－a）のとおりで
．ある．
　すなわち無治療対照群4匹のラットpouch内浸出液中
・の生菌数は平均1．7×106個／mZ，2時曲目で39x106個！mZ，
・4時間目で，5．1×！07個／mZとゆるやかであるがE．　coliは
’増殖傾向を示した．
　菌接種後30分にABPc単剤40　mg／kgを1回筋注した
群では，薬剤投与前1．3×106個／mJ，投与後2時間で1．9×
106個／m♂，4時間で2．1×107個／mZと生菌数の増加がみら
．れ，対照群と比較して著明な差はみられなかった．
　更に合剤1回筋注群では，投与直前平均生菌数14×106
個／mZ，2時間目で3．9×105個／mZと一段階の生菌数の減
少が認められたが4時間目では1．9×106個／mJとほぼ接種
直後の水準まで生菌数は回復し，これ以上の増殖阻止はみ
られなかった．
　 の実験においては両Penicillinの相乗効果がそれ程
著明でない．これは抗生物質を全身投．与した場合のpouch
浸出液中濃度は血清中濃度よりかなり低濃度であると考え
られ，本実験の条件では，pouch浸出液中の濃度が充分
でなかったためと考えられる．
　そこでABPc単一40　mg／kg，およびABPcとMCIPc
各20mg／kgの合剤をそれぞれ感染後30分と3時間目に
2回投与し，経時的に生菌数を観察した．結果はFig．6－b）
のとおりである．
　薬剤を投与しない対照群では，接種時の浸出液中生菌数
は5．8×104個／m♂から6時間目でM×107個／mJと著明な
増殖がみられた．
　ABPc単剤2回投与群では，投与2時間後まで生菌数は
6．0×104個／m♂と静菌効果が認められ，その後は対照群と
変らない増殖を示した．
　つぎに合剤2回投与群では，4時間後まで静菌効果が認
められ，その後菌は増殖傾向をたどった．すなわち合剤
2回投与群ではABPc単剤2回投与群に比較して明らかに
抗菌活性の増強がみられた．
3・4E．　coliに対ずるMCIPcの相乗的殺菌効果と
　　多型核好中球の貧喰殺菌作用との関連
　PMNの存在下で，　ABPc単剤，　MCIPc単剤，および
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Fig．6　Bactericidal　Activity　of　ABPc　and　MCIPc　in　Colnbination（111）
　　　　against　E．　coli　No．11　in　Granuloma　Pouch　of　Rats．
合剤のPc－ase産生E．　coliに対する殺菌効果を検討した．
　PMNはマクロファージュなどと同様，生体の感染防禦
に関与する貧喰細胞で，外部より侵入した微生物を貧喰殺
菌する活性をもつ．
　また事実，一定のルートによって投与された抗生物質が
生体内の感染の場で活性を発揮する場合，各種の生体防
禦因子が共存することは確かである．従って抗生物質と
PMNがどのような相互作用を持つか，換言すれば抗生物
質がPMNの活性を抑制，若しくは増強するなどの関連作
用があるのではないかとの検討は重要な意義を有するもの
と考えられる。
　Table　3（A）は，まず対照としてPMNの存在しない条
件でABPc単剤100～1．56μ9／mZ，　MCIPc単剤100μ9／m♂，
合剤200～3．13μg／m♂存在時のE．coliの生菌数を示した．
Ecoliの接種菌量は培地中8．6　x　106個ノmZで，全く薬剤
を加えずに37℃で4時間四温すると，8．9x107個／m♂と
菌数は約10倍に増加する．ABPc一単剤添加培地では，
100μg／mZの添加時のみ1．3　x　106個／mZと僅かながら減少
が認められた．MCIPc単剤の100μ9／rn♂添加時では3．1
x107個／mZと生菌数はやや増加する．合剤添加時では，
200μg／m♂の高濃度で14×105個口m♂と明らかな減少が認
められたが，50μg／m♂では生菌数の増加はなく，それ以
下の濃度では2．8x107～7．1×107イ固／m♂とやや増殖傾向が
みられた．すなわちPMNが存在しないと，ここで用いら
れた培養条件ではABPcとMCIPcのE．　coliに対する
相乗的殺菌効果は認められない．
　つぎにPMNが9xlo6個／m♂とE．　co正i生菌数とほぼ
同程度に存在する条件Table　3（b）において，薬剤を添加
しない対照では，2．3×108個／mZとむしろ最初の菌数8．6×
106個ノm♂から菌数は増加する．これに対しABPc単剤添
加では100μg／m♂の高濃度で3．3×104個ノm♂と相当の殺菌
効果が認められたが，それ以下の濃度ではむしろ，1．7～
3．1×108個／mZと増殖傾向を示した．またMCIPc単剤の
100μg／m♂添加時も8，6×107個／m♂と多少の増殖がみられ
た．しかしABPcとMCIPcが共存すると著明な殺菌効
果がみられた．すなわち，合剤200μg／mZで9．o×10個／
mZ，50μg／m♂で7．Ox102個／m412，5μg／m♂では2．Ox103
個／m♂と生菌数の減少は著明であった，ただ3．13μg／m1
の低濃度では殺菌効果がみられなかった．
　以上の結果から，PMNが存在しない玩”吻り実験系
では，Pc－ase産生E．　cQliに対しABPcとMCIPcの各
単剤では殺菌効果はなく，合剤でも高濃度でなければ殺菌
効果が認められないが，PMN存在下（Table　3（B））では，
ABPcとMCIPcが共存すると殺菌効果は著明に増強され
る。この現象は，両Penicillinの共存がなんらかの機序
で，ECQIiに対するPMNの貧喰殺菌の効果を促進増強
するように作用したものであると考えられる．
3・5Ecoli菌体内へのABPcおよびMCIPcの移行
　実験方法の項の記載に従って，E．　coliの菌浮遊液に
ABPc単剤，　MCIPc単剤，および合剤を共存させた場合の
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各抗生物質の菌体内への移行率を測定した結果をTable　4
に直した．
　まずABPc単剤40μ9／m♂を菌浮遊液に加えても，ABPc
の菌体内への移行は可検濃度以下であった．つぎにMCIPc
単元400μ9／m♂では2．0μ9／m♂の菌体内へのとりこみが認
められた．MCIPcとABPcがそれぞれ40μg／mど共存す
ると，ABPcは2．oμ9／mz（5勿）移行したがMCIPcの菌
体内へのとりこみは可検濃度以下であった．更にMCIPc
400μg／mJとABPc　40μg／m♂を共存させると，　MCIPc
は8．2μ9／mJ（2．1鬼），　ABPcは9．3μ9／mZ（23．2タ6）がそれ
ぞれ菌体内に移行した．
　この実験の結：果から，ABPcとMCIPcのE．　coli菌体
内への移行の効率は等しいものではなく，前者がより高率
で，特にMCIPcの存在はABPcの菌体内へのとりこみ
を増強することが判明した．さらにこの結果から，ABPc
とMCIPcの相乗効果の機序として，共存時での両Peni－
cillinの菌体内への移行を無視し得ないことが確認された．
Test　organism：
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Incubation　　　：
Table　41ηη伽門01πCOψ0π乙孟ゴ0ηげ・4βPOαπ4
耀1庇加’oC〃5q∫E．ご01ガハめ。エズ
　Rate　of
lncorporatlon
　　（％）
生　考
Concentra－
　　　tion
　（μ9／mの
Pc
incorporated
　（μ9／mの
察
Antibiotic
MCIPc
　十ABPc
MCIPc
　十ABPc
MCIPc
　十ABPc
MCIPc
　十ABPc
MCIPc
　十ABPc
400
40
40
40
10
40
400
　0
0
40
8．2
9．3
0
2．0
0
0
2．0
0
2．1
23．2
0
5．0
0
0
0．5
0
0
0
0
0
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ABPc　Final　cQnc．40μg／mZ。
MCIPc　Final　conc．10～400μg／m♂．
Incubation　37。C，0．5hr．
Assay　of　ABPc　and　MC工Pc　Bioautography．
　一般感染症に対する抗生物質の臨床的応用に際して，二
種類の抗生物質の併用の有用性または有効性について十分
な結論が得られないまま，このような方法による治療が一
般化しつつあるのが現状であるが，他方複雑な感染症や混
合感染症に対する治療手段として，抗生物質の併用が臨床
的に必要な症例があることは事実である．しかし現実に臨
床の場において，抗生物質の併用投与の有効性を科学的に
証明することは極めて困難である．
　従来抗生物質の相乗効果は玩循プ。の抗菌活性の増強，
またはマウス等実験動物の感染実験における生存率，ED50
値などから判定されてきた3・4・18）．
　著者らは本研究において，ABPcとMCIPcの相乗効果，
換言すれぽ併用投与の有効性を実験的に再評価し，関連し
ていくつかの新な知見を得た．特に従来十分確認されてい
ない玩加ooにおける相乗効果を確認した．
　ABPcは広範囲抗生物質で，その高い忍容性のために一
般感染症の治療剤として，今日もなお大きな臨床的価値を
もっている．しかしPc－aseにより分解をうけることが一
つの欠点とされている．一方MCIPcはPc－aseを産生す
るStaph．　aureusおよびグラム陽性菌用抗生物質として
開発されたもので，Pc－aseのinhibitGrとしての特性を
有している，この両Penicillinの併用による相乗効果は，
MCIPcがPc－aseの活性を阻害し，　ABPcの分解が抑制
されるためであると推論されてきた3・4・18）．しかしこの推
論を保証するためには，生体の感染の場における諸条件を
考慮して相乗効果の可能性を追求することが必要である．
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　従来の研究ではこの点で不十分であったが，著者らは，
マウスの全身感染症における両Penicillinの相乗効果の
確認から，更に多様な感染実験系における効果を検討し，
ラットの尿路感染症における両Penicillinの併用によっ
て，腎内生憎憎の著明な減少が観察されることを認めた．
さらに，ラットのGranuloma　pouchにE．　coliを接種
し，pouch浸出液中のEcohの菌数がABPcの単独筋
注時より，ABPcとMCIPcの併用筋注時に著明に減少す
ることを確認した．このような事実は，ABPcとMCIPc
の相乗効果が，単にマウスを用いる感染実験系にのみ限定
されたものでなく，動物種をこえて一般的なものであるこ
とを示唆する．特にPenicillin類を含む各種の抗生物質
の吸収排泄は，動物種によって大きく変動することは衆知
の事実である25，27）．しかし両動物における各種の感染実験
で，期日ooで相乗効果が立証されたことは，両Penicillin
が生体内で相乗効果を発現するに十分に有効な濃度が維持
されることを意味する．この問題に関連して，著者らは，
動物組織homogenateの存在が勉物’ゾ。におけるABPc
とMCIPcの相乗効果にどのような影響を与えるかを検討
した．ある種の抗生物質は動物組織homogenateによっ
て抗菌活性が低下することがある28，29）．このような抗生物
質では痂汐如ηで相乗効果が認められても，痂窃こ’oで
は当然認められないはずである．著者らの今回の検討結果
では，ABPcとMCIPcの相乗効果は，ラットの腎hQmQ－
genateの存在する条件でむしろ増強することを確認した．
さらに実際にマウスにE．Coliを感染させて，膿瘍を誘発
した腎の組織hQmogenateに産生されたPc－aseによる
ABPcの分解に対して，　MCIPcが阻止的に作用すること
も明らかにした．
　最近，好中球によるPseudomonas　aeruginosaの貧喰：
殺菌に対する抗生物質の影響が検討され，抗生物質の種類
によっては貧喰殺菌が著明に増強されることが報告されて
いる24），著者らはこれを更におし進め，盈窃彦mで好中球
がPc－ase産生E．　coliを食喰殺菌する際に，　ABPcまた
はMCIPcが単独で存在する場合よりもABPcとMCIPc
が共存する方が殺菌が効果的であることを明らかにした．
しかしこの興味ある現象について，これまでに得た結果の
みで十分な説明をすることは不可能である．もしE．coli
に対する好中球の負喰殺菌作用が，菌の表面構造，たとえ
ぽ細胞壁に損傷がある場合に強く行なわれるものであると
仮定すれば，E．　coliの細胞壁損傷がABPcの単独時より
も，MC工Pcとの共存時に強かったため，共存時に貧喰殺菌
が増大したと理解される．しかし共存時におけるE．coli
の細胞壁損傷が，ABPc単独時より増強されるのは，上述
の理由によるABPcの分解抑制により惹起されるかどう
かは明らかでない．
　つぎに，ABPcとMCIPcの相乗効果についての新しい
説明として，ABPcとMCIPcの共存下で，　E．　coli菌体
内へのABPcの移行量：の増大があげられる．著者らが認
めたこの現象の原因として，上述のように共存条件下にお
ける細胞壁損傷によるABPcの透過性の増大，または細
胞周辺部へ到達したABPcに対するPc－aseの分解作用に
よるABPcの絶対量の低下の防止などが考えられるが，
これらの点の解明にはさらに今後の検討が必要であろう．
　又この研究の結果，は本実験に用いたABPcとMCIPc
の相乗効果に限らず，各種の広範囲Penicillin類と，
β一lactamaseのinhibitorとして作用し得るPenicillin類
（DicloxacilIn，　Flucloxacillln）および同様の性状をもつ
Cephalosporin類との相乗効果の解明に有益な示唆を与
えるものと考える．
5．結 論
　5・1　マウスを用いたStaph．　aureus　No．5およびE．
coli　No．1！の全身感染症の，　AmpicillinとCloxacillin
の治療効果は，それぞれの単弁による時よりも，合剤の方
が強く，その増強効果はGoddumの式より，相乗効果と
判定された．
　5・2同じマウスの全身感染症において，両Penicillin
投与後の腎内生菌数の経時的検討で，単字投与時より合剤
の方が腎内生菌数の減少は著しかった．
　5・3　PenicillinaseによるAmpicillinの分解に対する
Cloxacillinの阻害効果は正常ラットの組織homogenate
の存在により増強された．更に感染マウスの腎hemo－
genateによるAmpicilliuの分解作用は，　Cloxacillinの
存在により部分的に阻害された．
　5・4　ラットを用いた実験的尿路感染系において，両
Penicillinの合剤投与時には，それぞれの単軸投与時より
腎内生脚数の著明な減少を認めた．
　5・5　ラットのGranuloma　pouchを用いた感染実験に
おいて，両Penicillin投与後のpouch内浸出液中の生菌
数：は，単剤投与後より合剤投与後の方が著明に減少した．
　5・6生体の感染防禦因子に対する影響，すなわち多型
核好中球の貧喰殺菌作用に及ぼす影響を検討しAmpi－
cillinとCloxacillinが共存すると，それぞれが単一で存
在するよりも貧喰殺菌効果が著明に増強されることを認
めた．
　5・7E．　coli　No．11の菌体浮遊液にAmpicillinと
Cloxacillinを共存させると，両Penicillinの菌体内移行
はそれぞれの単独存在時よりも著明に増加した．
　以上AmplcillinとCloxacillinの相乗効果に関する従
47（4） 武内・他　　抗生物質．の相乗効果の機序についての実験的研究 363
来の諸家の玩τ珈ηにおける知見，報告を確認し，更に
それを進めて玩η勿ηにおける生体成分の関与時，生体
防禦因子との関係，肋切び。での効果等を検討した．その
結果，実験感染症に対する両Penicillinの相乗効果は単
にPenicillinase活性に対するCloxacillinの阻害効果の
みによるものではなく，その他の因子の多様な作用機序の
関与を推定する根拠を得た．そして又，著者らの実験成績
は他の広範囲Penicillin類と，β一lactamaseの・inhibitor
として作用し．得るPenicillin類，あるいは同様の性状を
もつCephalosporin類との相乗効果の解明に有益な示唆
を与えるものと考える．
　稿を終えるにあたり，終始懇切なる御指導と御助言を給
わり，更に御校閲を戴きました札幌医科大学第三内科立野
誠吾教授に衷心より感謝申し上げます．
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